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SOMMAIRE
Des expériences effectuées dans le laboratoire du Dr Luc Gaudreau ont démontré que la 
protéine BRCA1-C (la région C-terminale comprenant les acides aminés 1528 à 1863) peut 
stimuler la transcription génique, par un mécanisme autre que le recrutement de la 
machinerie transcriptionnelle au promoteur, comme le ferait un activateur classique. Il est 
connu que la modulation des niveaux de phosphorylation du domaine carboxy-terminal 
(CTD) de la sous-unité RPB1 de l’ARN pol II constitue une étape cruciale pour la 
régulation de la transcription génique. Afin de mieux comprendre le mécanisme par lequel 
BRCA1 (Breast cancer gene 1) stimule la transcription génique, il paraissait intéressant de 
vérifier si l’implication de la protéine BRCA1-C dans la régulation de la transcription 
génique et de ses autres fonctions cellulaires est due à sa capacité à moduler les niveaux de 
phosphorylation du CTD de l’ARN pol II.
Premièrement, des essais de phosphorylation utilisant comme substrat GST-CTD ont été 
accomplis. Cette protéine de fusion contient 52 répétitions d’un heptapeptide retrouvées 
dans la région C-terminale de la sous-unité RPB1 de l’ARN pol II. Lors des essais de 
phosphorylation in vitro de GST-CTD par la kinase CDK7 immunoprécipitée, l’état de 
phosphorylation de la protéine de fusion GST-CTD diminue avec l’ajout de BRCA1-C en 
quantité croissante. Ceci suggère donc que BRCA1-C peut moduler le niveau de 
phosphorylation du CTD de l’ARN pol II.
Deuxièmement, afin de déterminer si BRCA1-C interagit directement avec CDK7, des tests 
d’interaction entre BRCA1-C et CDK7 (faisant partie du sous-complexe CAK de TFIIH) 
ont été réalisés. Nous avons également testé l’interaction avec les autres composantes de 
CAK, soit la cycline H et MAT1. Ces tests d’interaction in vitro ont montré que BRCA1-C 
interagit autant avec les protéines CDK7 et MAT1, mais qu’il n’y pas d’interaction avec la
ii
Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.
cycline H. Aussi, nous avons effectué des tests d’interaction entre CDK7 et certains 
mutants ponctuels de BRCA1 incapables d’inhiber la phosphorylation de GST-CTD 
comme le fait la protéine de type sauvage. Puisque ces mutants de BRCA1 interagissent 
toujours avec la protéine CDK7, ceci laisse supposer que ce sont des acides aminés 
distincts qui sont impliqués dans l’activité inhibitrice de BRCA1 ainsi que dans son 
interaction avec CDK7.
Les variations de l’état de phosphorylation du CTD de la sous-unité RPB1 de l’ARN polll 
jouent un rôle important dans la régulation de la transcription génique. La modulation de la 
phosphorylation du CTD pourrait être un moyen employé par BRCA1 pour réguler la 
transcription génique. De plus, BRCA1 interagit directement avec des composantes du 
facteur de transcription TFIIH, et plus particulièrement avec CDK7, une des kinases du 
CTD. Ceci renforce davantage l’idée que BRCA1 régule la transcription génique, via la 
modulation de l’état de phosphorylation du CTD de l’ARN pol II (RPB1), et ce, grâce à son 
interaction avec CDK7 et MAT1.
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INTRODUCTION
LA TRANSCRIPTION GÉNIQUE ET BRCA1
Le développement normal des organismes vivants requiert une fine régulation de 
l’expression des gènes. L’habileté de chaque cellule à déterminer quels gènes sont 
exprimés, à quels moments, et sous quels stimuli, est le point central de la différenciation 
des cellules, des tissus, de l’organogenèse et du développement des organismes 
pluricellulaires. Un disfonctionnement à ce niveau peut mener à l’apparition de diverses 
maladies, comme le cancer (Emerson, 2002). L’activation de la transcription génique se 
produit de manière rigoureusement contrôlée, par le recrutement de complexes multi- 
protéiques au niveau de la chromatine, grâce à des interactions protéine-protéine, et ADN- 
protéine.
La transcription génique
La régulation de l’expression des gènes s’effectue via des protéines régulatrices, soit les 
activateurs et les répresseurs de la transcription (Struhl, 1999). L’activation 
transcriptionnelle à un gène spécifique se produit généralement suite à la liaison d’un 
activateur transcriptionnel à son site de liaison, où il y a recrutement et régulation de 
complexes de modification de la chromatine et de la machinerie transcriptionnelle (Lee et 
Young, 2000). L’activateur typique est constitué de deux domaines, un domaine liant une 
séquence spécifique de l’ADN, et un autre nommé domaine d’activation de la transcription 
(Struhl, 1999). Les domaines de liaison à l’ADN démontrent une grande spécificité pour 
une séquence de l’ADN. Quant aux domaines d’activation, ils peuvent stimuler la 
transcription par des interactions protéines-protéines avec plusieurs effecteurs
1
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transcriptionnels. Ceci a pour effet de recruter la machinerie transcriptionnelle au 
promoteur (Ptashne et Gann, 1997). Un simple activateur peut être utilisé pour activer 
plusieurs gènes dans le génome, tandis qu’un gène peut être régulé par l’action de plusieurs 
activateurs (Lee et Young, 2000). Les activateurs transcriptionnels lient les séquences 
activatrices en amont (UAS) et les amplificateurs. Le terme UAS est typiquement utilisé 
pour décrire les séquences liées par un activateur influençant la transcription, situées en 
amont du site d’initiation. Ces séquences se retrouvent entre autres chez Saccharomyces 
cerevisiae. Les amplificateurs, quant à eux, regroupent un ou plusieurs sites de liaison à 
l’ADN pour les régulateurs transcriptionnels modulant positivement la transcription, et ce, 
indépendamment de l’orientation et de la distance du site d’initiation (Blackwood et 
Kadonaga, 1998).
Tel que mentionné précédemment, la régulation de la transcription des gènes est aussi 
assurée par les répresseurs. Ceux-ci peuvent inhiber la transcription via différents 
mécanismes. Par exemple, ils peuvent interférer au niveau de la liaison avec l’activateur, 
prévenir le recrutement de la machinerie transcriptionnelle par T activateur, ou modifier la 
chromatine (Hanna-Rose et Hansen, 1996).
Les différents facteurs généraux de transcription associés à l’ARN polymérase II
L’ARN polymérase II (ARN pol II) est un complexe protéique de 500 kDa composé de 12 
sous-unités. Cet enzyme synthétise le brin d’ARN messager (ARNm) complémentaire au 
brin matrice d’ADN par l’ajout de ribonucléosides triphophates. À cet enzyme sont 
associés différents facteurs généraux de transcription (FGT) qui sont requis pour permettre 
à TARN pol II de lier le promoteur de manière spécifique. Ces FGT sont : TFIIA, TFIIB, 
TFIID, TFIIE, TFIIF et TFIIH (Conaway et Conaway, 1997 ; Hampsey, 1998). Parce qu’il 
a un rôle à jouer majeur dans la régulation de la transcription génique, le facteur de
2
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transcription TFIIH est celui sur lequel j ’accorderai de l’importance pour mes travaux de 
maîtrise. Cette régulation se fait via la phosphorylation du CTD de TARN pol II et de 
nombreux facteurs généraux et régulateurs de transcription. Cette notion sera davantage 
élaborée dans la section portant sur l’état de phosphorylation de TARN polymérase II. Ce 
facteur de transcription peut être séparé en deux formes, soit le noyau de TFIIH, qui est 
composé de six sous-unités protéiques, et un sous complexe CAK (CDK activating kinase) 
portant l’activité kinase. Le complexe trimérique CAK semble multifonctionnel. Il est 
impliqué dans la régulation de la transcription, autant comme complexe libre, que faisant 
partie du facteur de transcription TFIIH (Feaver et al., 1994 ; Roy et al., 1994). CAK est 
composé de trois protéines. Tout d’abord, la sous-unité catalytique CDK7 porte une activité 
kinase envers la région C-terminale de la sous-unité RPB1 de TARN pol II (Fresquet et al., 
1993 ; Poon et al., 1993). La deuxième sous-unité est la cycline H, sa cycline associée 
(Fisher et Morgan, 1994 ; Mâkelâ et al., 1994), et finalement, la troisième sous-unité est 
MAT1 (ménage à trois) qui stabilise l’interaction entre CDK7 et la cycline H (Devault et 
al., 1995 ; Fisher et al., 1995). Le sous-complexe CAK est requis pour Tactivation des 
CDK via la phosphorylation du résidu thréonine dans leur région T-loop (Larochelle et al.,
1998). TFIIH a plusieurs rôles critiques à jouer dans les premières étapes de la 
transcription de l’ADN. En plus de son activité kinase, TFIIH possède au moins deux 
autres activités enzymatiques. Ce facteur de transcription permet l’ouverture de la bulle de 
transcription au niveau du promoteur, de manière dépendante de l’ATP, par son activité 
hélicase. Cette activité est aussi essentielle pour la transition vers T élongation processive 
(Guzman et Lis, 1999 ; Sprangler et al., 2001).
Parmi les autres facteurs généraux de transcription il faut citer TFIID. Ce facteur de 
transcription ne fait cependant pas partie de Tholoenzyme. TFIID est nécessaire pour la 
sélection du promoteur, ainsi que sa liaison. Ceci est assuré par les facteurs TBP (TATA 
box binding protein) et TAF (TBP-associated factors) qu’il contient. Le facteur TFIIA 
fonctionne en partie en liant TBP et en stabilisant l’interaction TBP-ADN (Buratowski et 
al., 1989 ; Imbalzano et al., 1994). TFIIA peut aussi agir comme antagoniste de la
3
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répression transcriptionnelle, en déplaçant ou en bloquant plusieurs régulateurs négatifs du 
complexe TFIID (Auble et al., 1994 ; Ge et Roeder, 1994). TFIIB, quant à lui, est impliqué 
dans la sélection du site d’initiation de la transcription. Une mutation de TFIIB cause un 
déplacement dans le site d’initiation de la transcription, et il y a perte de l’interaction entre 
TFIIB et TARN pol II (Berroteran et al., 1994 ; Bushnell et al., 1996). La fonction de 
TFIIE est intimement liée à TFIIH, dont il stimule les activités CTD kinase et ATPase 
(Ohkuma et Roeder, 1994). Ceci suggère donc un rôle dans l’ouverture ou le maintien de la 
bulle de transcription (Kuldell et Buratowski, 1997). Finalement, le facteur TFIIF se lie 
fortement à l’ARN pol II et stabilise le complexe de pré-initiation (Lee et Young, 2000). Il 
peut aussi agir, en présence des autres FGT, sur la topologie de l’ADN, où il est important 
pour l’enroulement serré de l’ADN (Coulombe et Burton, 1999). De plus, il peut stimuler 
le taux d’élongation de l’ARN pol II en supprimant les pauses transcriptionnelles (Bengal 
et al., 1991 ; Flores et al., 1988). Plusieurs de ces facteurs servent de cible aux activateurs 
qui recrutent la machinerie transcriptionnelle (Wu et al., 1996).
Afin d’assurer la transcription génique, l’ARN pol II est associée avec plusieurs protéines, 
dont le complexe SRB/médiateur, le complexe SWI/SNF et différents facteurs généraux de 
transcription. Les complexes protéiques impliqués dans la coiffe de l’ARN et la 
polyadénylation peuvent aussi être associés avec l’ARN pol II (Bentley, 1999). 
Auparavant, plusieurs expériences in vitro suggéraient que l’activation des gènes résultait 
d’un assemblage séquentiel du complexe de pré-initiation, où chacune des étapes pouvaient 
être catalysée par les activateurs (Roeder, 1996). Les expériences plus récentes proposent 
que l’ARN pol II, ainsi que plusieurs facteurs généraux de transcription forment un 
important complexe nommé holoenzyme ARN pol II en solution (Kim et al., 1994 ; 
Koleske et Young, 1994). Puisque l’holoenzyme ARN pol II peut être purifiée sous forme 
de complexe, il est suggéré qu’elle soit recrutée au promoteur en une seule étape (Lee et 
Young, 2000). Bien que TARN pol II soit considérée comme une seule unité fonctionnelle, 
ses sous-unités possèdent diverses fonctions, et il y a de multiples formes d’holoenzymes 
dans la cellule. Les fonctions spécifiques aux sous-unités incluent entre autres la sélection
4
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du site d’initiation, le taux d’élongation, ainsi que les interactions avec les activateurs (Lee 
et Young, 2000). La présence de l’holoenzyme ARN pol II soulève la possibilité que les 
activateurs transcriptionnels pourraient fonctionner en interagissant avec le complexe de 
pré-initiation pré-assemblé, plutôt qu’avec les composantes séparées. Deux modèles sont 
proposés par Barberis et Gaudreau (1998), pour l’activation des gènes. Le premier est le 
modèle de recrutement. Dans ce modèle, les activateurs transcriptionnels se lient 
spécifiquement aux séquences comme les amplificateurs, et interagissent avec des 
composantes telles Pholoenzyme ARN pol II et le facteur de transcription TFIID (décrit 
dans la section suivante). Cela permet le recrutement complet de la machinerie 
transcriptionnelle au promoteur. Le second modèle proposé, est celui du changement de 
conformation. Dans ce cas, la machinerie transcriptionnelle peut lier par elle-même le 
promoteur pour former un complexe de pré-initiation inactif. Les activateurs 
transcriptionnels qui se lient aux amplificateurs et qui contactent la machinerie 
transcriptionnelle induisent alors un changement de conformation de celle-ci, ce qui active 
le complexe de pré-initiation. Lorsque le complexe de pré-initiation se lie au promoteur 
d’un gène, il y a ouverture de la bulle de transcription, dans laquelle 12 à 15 paires de base 
du promoteur forment une bulle d’ADN simple brin, par le facteur de transcription TFIIH. 
Ceci mène à l’initiation de la transcription, avec la formation des premiers liens 
phosphodiesters (Uptain et al., 1997)
État de phosphorylation de l’ARN polymérase II et implications transcriptionnelles
Tel que mentionné précédemment, l’ARN pol II contient 12 sous-unités. La plus grosse 
des sous-unités est nommée RPB1 et contient un domaine unique dans sa région C- 
terminale (CTD), consistant en une séquence heptapeptidique répétée en tandem (Tyr-Ser- 
Pro-Thr-Ser-Pro-Ser). Cette séquence consensus est hautement conservée chez les 
eucaryotes. Entre autres, le même heptapeptide est retrouvé 26 fois chez Saccharomyces 
cerevisiae (Allison et al., 1985), 45 fois chez Drosophila (Allison et al., 1988) et 52 fois
5
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chez les mammifères (Corden, et al., 1985). Le CTD est d’ailleurs essentiel pour la survie 
des eucaryotes (Bartolomei et al., 1988 ; Gerber et al., 1995). La présence de plusieurs 
acides aminés phosphorylables dans l’heptapeptide est intimement associée avec les 
fonctions du CTD. Il a été montré que la phosphorylation du CTD joue un rôle important 
dans la régulation de l’activité transcriptionnelle (Dahmus, 1994; Dahmus, 1996), la 
stabilité (Bregman et al., 1996 ; Mitsui et Sharp, 1999), ainsi que la processivité de l’ARN 
pol II (Bentley, 1999), et finalement dans la réparation couplée à la transcription (Bregman 
et al., 1996 ; Mitsui et Sharp, 1999). Les changements globaux dans l’état de 
phosphorylation du CTD sont observés lors des différentes étapes du cycle de transcription, 
en réponse à des signaux mitotiques, comme les facteurs de croissance et les agents 
mitogènes (Dubois et al., 1994 ; Yang et al., 1997), en réponse à des dommages à l’ADN 
(Ratner et al., 1988 ; Bregman et al., 2000), et lors d’une infection virale (Rangel et al., 
1988).
Le CTD existe sous au moins deux états de phosphorylation, c’est à dire, hypophosphorylé 
et hyperphosphorylé. La forme hypophosphorylée de l’ARN pol II est préférentiellement 
retrouvée dans le complexe de pré-initiation, tandis que la forme hyperphosphorylée est 
majoritairement retrouvée lors de la transition entre l’état d’initiation de la transcription, et 
le dégagement du promoteur (Dahmus, 1996). Le CTD hyperphosphorylé a un rôle à jouer 
dans le recrutement de l’enzyme qui procède à l’ajout d’une coiffe en 5’ de l’ARNm, 
processus qui se produit immédiatement après le dégagement du promoteur (Cho et al.,
1998). Lorsque le transcrit est complété, l’ARN pol II hyperphosphorylée est 
déphosphorylée par une phosphatase. À ce moment, elle quitte le brin d’ADN et retourne 
en solution. Le cycle est ainsi complété (Damus, 1996).
Plusieurs kinases du CTD sont membres de la superfamille des CDKs (cyclin-dependent 
kinases) et associées avec le complexe d’initiation de la transcription. Trois kinases CDK, 
associées avec la machinerie transcriptionnelle, ont été identifiées pour participer à la
6
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phosphorylation du CTD, soit CDK7, CDK8 et CDK9 (Ramanathan et al., 2001). Tel que 
mentionné précédemment, la sous-unité CDK7 fait partie du sous-complexe CAK du 
facteur de transcription TFIIH. L’activité spécifique du complexe CDK7-cycline H semble 
être très dépendante de son association avec d’autres complexes protéiques. L’association 
de CDK7-cycline H avec MAT1 résulte en une phosphorylation préférentielle du CTD de 
l’ARN pol II, plutôt que des CDKs (Yankulov et Bentley, 1997). De plus, la spécificité de 
la kinase CDK7 pour le CTD de l’ARN pol II augmente lorsque le complexe trimérique 
CAK fait partie de TFIIH (Rossignol et al., 1997 ; Yankulov et Bentley, 1997). Selon Lu et 
al. (1992), et Watanabe et al. (2000), l’activité kinase de CDK7 envers le CTD est 
seulement observée lorsque TFIIH est assemblé avec l’ARN pol II et les FGT, dans le 
complexe d’initiation de la transcription. De plus, l’activité transcriptionnelle de TFIIH 
requiert que ce dernier soit associé avec CAK (Svejstrup et al., 1995 ; Coin et Egly, 1998). 
Il y a plusieurs évidences qui montrent que CDK7 est une des kinases majeures du CTD in 
vivo (Rossi et al., 2001). La phosphorylation du CTD par CDK7 est connue pour être 
critique dans le dégagement du promoteur (Dvir et al., 1997). In vitro, la phosphorylation 
du CTD par TFIIH semble stimuler la transcription par l’ARN pol II de certains promoteurs 
(Orphanides et al., 1996 ; Coin et Egly, 1998 ; Rield et Egly, 2000). Cependant, la 
phosphorylation a aussi été rapportée pour inhiber l’activité de l’ARN pol II sous certaines 
conditions (Serizawa et al., 1993 ; Gebara et al, 1997). D’autre part, la kinase CDK9, une 
sous-unité du facteur d’élongation P-TEFb (positive transcription élongation factor b) est 
connue pour phosphoryler à son tour le CTD, suite au dégagement du promoteur, pour 
permettre une élongation plus processive de l’ARNm (Price, 2000). CDK9 peut s’associer 
avec quatre cyclines différentes (Peng et al., 1998b), et tout comme CDK7 et CDK8, son 
activité kinase envers le CTD, ainsi que le niveau protéique du complexe kinase-cycline, ne 
semblent pas varier au cours du cycle cellulaire, et ce, pour la plupart des cellules 
eucaryotes (Garriga et al., 1998).
Une troisième kinase du CTD faisant partie de la superfamille des CDKs est CDK8. Celle- 
ci est associée à la cycline C, et elle fait partie du complexe SRB-médiateur, qui peut
7
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affecter autant négativement que positivement l’activation de la transcription de l’ARN pol 
II in vitro (Sun et al., 1998 ; Hampsey et Reinberg, 1999 ; Malik et Roeder, 2000). La 
protéine CDK8 phosphoryle le CTD de l’ARN pol II avant que le complexe de pré­
initiation soit formé, c’est à dire lorsque l’ARN pol II est en solution (Ossipow et al., 
1995 ; Maldonado et al., 1996). Le complexe CDK8-cycline C peut aussi réprimer la 
transcription indépendamment de la phosphorylation directe du CTD de l’ARN pol II, en 
ciblant le complexe CAK associé à TFIIH (Akoulitchev et al., 2000). Ceci pourrait être un 
rôle direct de CDK8 dans le contrôle de la prolifération cellulaire, via la régulation négative 
de l’activité kinase de CDK7 sur le CTD, et de l’activité transcriptionnelle de TFIIH 
(Oelgeschlâger, 2002). Quant au rôle négatif de CDK8 en transcription, très peu de choses 
sont connues pour le moment à ce sujet.
La régulation rigoureuse de la transcription génique est entre autres assurée par la 
phosphorylation spécifique des acides aminés dans certaines portions du CTD, et ce, par les 
différentes kinases qui lui sont associées. Ainsi, CDK8 (Sun et al., 1998 ; Akoulitchev et 
al., 2000) et CDK9 (Kim et al., 2002) semblent phosphoryler préférentiellement les sérines 
2 et 5 de l’heptapeptide du CTD. Tandis que CDK7 phosphoryle l’heptapeptide au niveau 
de la sérine 5 (Akoulitchev et al., 1995 ; Sun et al., 1998). Certaines données suggèrent un 
procédé hautement dynamique impliqué dans la phosphorylation et la déphosphorylation 
séquentielles durant les différentes étapes du cycle transcriptionnel par l’ARN pol II 
(Dahmus, 1996 ; Rield et Egly, 2000), et que ces différentes étapes sont assujetties à la 
régulation par les facteurs transcriptionnels spécifiques aux promoteurs (Oelgeschlâger, 
2002).
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Le gène BRCA1, un suppresseur de tumeur
Le cancer du sein est un des cancers les plus communs affectant les femmes dans le monde. 
Selon les estimations, les probabilités qu’une femme développe un cancer du sein au cours 
de sa vie varient de une sur huit à une sur dix (Casey, 1997). Les cas de cancers du sein et 
des ovaires sporadiques sont ceux détectés la majorité du temps. Par contre, les cas de 
cancer du sein de type héréditaire comptent pour 5 à 10 % de tous les cas de cancers du 
sein. De ce nombre, 40 à 45 % sont dus à une mutation dans le gène BRCA1 (breast cancer 
susceptibility gene 1) (Easton et al., 1995). Le gène BRCA1 est considéré comme un 
suppresseur de tumeur. Chez les femmes qui développent un cancer du sein, et qui portent 
une mutation dans ce gène, on observe qu’elles ont presque toujours perdu l’allèle sauvage 
de BRCA1. Ce phénomène est décrit comme une perte d’hétérozygotie (LOH) (Comelis et 
al., 1995). Lorsqu’un gène suppresseur de tumeur devient inactif, on assiste souvent au 
développement d’une tumeur. Tout d’abord, une mutation apparaît dans un des deux 
allèles de la cellule cancéreuse. Par la suite, la cellule perd une importante partie du 
chromosome sur lequel réside l’allèle normal (Balmain, 2002). La cellule se retrouve donc 
avec une seule copie du gène, copie qui porte la mutation.
La plupart des mutations retrouvées dans le gène BRCA1 sont des mutations causant un 
changement de cadre de lecture et de type non-sens, résultant en des protéines BRCA1 
tronquées. De plus, des mutations ponctuelles de type faux-sens ont été identifiées dans le 
domaine d’activation transcriptionnelle en C-terminal, et dans le domaine Ring en N- 
terminal (Friedman et al., 1994 ; Miki et al., 1994 ; Gayther et al., 1995). Des études ont 
démontré que dans les cas de cancers héréditaires, où des mutations de BRCA1 sont 
présentes, il y a une corrélation entre le site de la mutation et le risque relatif de développer 
un cancer du sein, versus un cancer des ovaires. Lorsque la mutation crée une troncation de 
la région C-terminale de BRCA1, la proportion de cancer du sein est plus élevée, 
comparativement au cancer des ovaires. Par contre, si la mutation crée une délétion
9
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importante de la région N-terminale, la répartition des cancers du sein et des ovaires est 
similaire (Gayther et al., 1995).
Structure et localisation de BRCA1
Le gène suppresseur de tumeur BRCA1 est situé dans la région chromosomique 17q 12-21, 
et fut localisé pour la première fois en 1990 par Hall et al. Il fut par la suite cloné et 
caractérisé en 1994 (Miki et al., 1994 ; Futreal et al., 1994). Le gène BRCA1 contient 24 
exons, dont 22 sont codants. Il code pour une protéine de 1863 acides aminés (Miki et al., 
1994 ; Futreal et al., 1994 ; Smith et al., 1996). En plus de l’ARNm pleine longueur de 
8kb, plusieurs transcrits plus courts, issus de l’épissage alternatif, sont présents selon un 
patron d’expression spécifique aux différents tissus (Tahkur et al., 1997 ).
La région N-terminale de BRCA1 contient un domaine de type RING zinc-fïnger (domaine 
en doigt de zinc), dont la structure Cys3-His-Cys4 est caractéristique des régions 
impliquées dans les interactions protéine-protéine (Saurin et al., 1996). Le motif est 
important pour la dimérisation de certaines protéines, et il est aussi souvent retrouvé chez 
les protéines ayant une activité ubiquitine ligase. Cette région peut lier plusieurs protéines 
impliquées dans le cycle cellulaire, comme il le sera décrit dans la section : BRCA1 et son 
implication dans le cycle cellulaire. Une mutation dans ce motif bloque l’habileté de 
BRCA1 à réprimer la transcription du gène du récepteur à oestrogène ER-a (Fan et al., 
2001a), à moduler la réparation de l’ADN (Ruffner et al., 2001), et à induire l’apoptose 
(Fan et al., 2001b). Aussi, deux signaux de localisation nucléaire (NLS), codés par l’exon 
11, sont présents entre les acides aminés 501 et 614, ce qui permet de localiser la protéine 
au noyau. La région C-terminale de la protéine contient une région acide qui peut activer la 
transcription génique lorsque fusionné au domaine de liaison à l’ADN de Gal4 (Chapman
10
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et Verma, 1996 ; Nadeau et a l ., 2000). Pour assurer le maximum d’activité de la région de 
transactivation (TAD), les acides aminés 1560 à 1863 sont requis. La région de 
transactivation contient deux copies en tandem du motif BRCT (BRCA1 C-terminal 
domain). Ce motif est retrouvé chez plusieurs protéines impliquées dans le contrôle du 
cycle cellulaire et dans la réparation de l’ADN (Koonin et al., 1996 ; Bork et al., 1997). 
Aussi, BRCA1 médie l’interaction avec certaines de ces protéines via ses domaines BRCT.
Multiples fonctions de BRCA1
La protéine BRCA1 est impliquée à différents niveaux dans la cellule. BRCA1 a un rôle 
important à jouer dans la régulation de la transcription. Elle est aussi impliquée dans la 
régulation et la progression du cycle cellulaire et dans le contrôle de la croissance. De plus, 
elle participe au maintien de l’intégrité du génome par son rôle de «caretaker», où elle 
maintien à un niveau faible la fréquence de mutations des gènes «gatekeeper». Une 
mutation dans ces derniers est suffisante pour mener à une perte de contrôle de la division, 
de la longévité et de la mort cellulaire (Venkitaraman, 2002). BRCA1 possède aussi une 
activité ubiquitine ligase E3, et est finalement impliquée dans le processus d’apoptose.
BRCA1 et la transcription génique
Plusieurs évidences suggèrent un rôle transcriptionnel pour BRCA1. L’habileté de BRCA1 
à moduler l’expression génique semble être médiée, en partie, par sa région C-terminale. 
Cette région est connue pour activer la transcription, lorsque fusionnée à un domaine 
hétérologue de liaison à l’ADN, comme le domaine de liaison à l’ADN de l’activateur Gal4 
(Chapman et Verma, 1996 ; Monteiro et al., 1996). Les expériences effectuées dans le 
laboratoire du Dr Luc Gaudreau montrent que BRCA1-C peut stimuler la transcription
i l
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d’une variété de gènes rapporteurs sans posséder de domaine de liaison à l’ADN 
comparativement à un activateur classique (Nadeau et ai., 2000). De plus, certaines 
mutations de BRCA1 qui sont associées à des cas de cancer du sein et/ou des ovaires, ne 
possèdent plus cette capacité à activer la transcription génique. Ceci suggère que la perte 
de l ’activation transcriptionnelle par BRCA1 pourrait être impliquée dans la tumorigénèse. 
L’activité transcriptionnelle de BRCA1 est soutenue par le fait que la protéine BRCA1 
copurifie avec l’ARN pol II et certains facteurs de transcription tels TFIIE, TFIIF, TFIIH et 
hSRB7, tandis que la forme tronquée de BRCA1, dont il manque les 11 derniers acides 
aminés (forme retrouvée dans certains cancer du sein), est plus faiblement associée à 
l’holoenzyme ARN pol II (Scully et a l, 1997a). BRCA1 interagit aussi avec l’ARN pol II 
via l’hélicase A (RHA) (Anderson et al., 1998).
De plus, d’autres expériences ont montré que BRCA1-C peut stimuler la transcription 
génique d’un gène rapporteur, même en présence d’une boîte TATA comportant une 
mutation (Nadeau et al., 2000). Cette mutation prévient, ou réduit sévèrement la liaison de 
la protéine TBP (TATA box binding protein) au promoteur. Ce qui abolit habituellement 
l’habileté des activateurs classiques à activer la transcription dans certains contextes. Ces 
résultats suggèrent donc que BRCA1 peut stimuler la transcription sans avoir besoin de lier 
spécifiquement l’ADN, ce qui est très différent du mécanisme exploité par les activateurs 
classiques (Nadeau et al., 2000). Une section complète portant sur les activateurs est 
présentée dans la section 1.1 de cet ouvrage.
Plusieurs expériences ont montré que la protéine BRCA1 peut transactiver divers gènes 
cibles impliqués dans la régulation du cycle cellulaire, dans la réparation de l’ADN ou dans 
le processus d’apoptose. BRCA1 peut induire la transcription de p21WAFI/CIPI de manière 
indépendante et dépendante de p53 (Somasundaram et al., 1997 ; Ouchi et al., 1998). Il 
peut aussi induire la transcription de GADD45 (Growth arrest and DNA dommage response
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45) (Harkin et al., 1999), 14-3-3a (Aprelikova et al., 2001 ),p27 (Kipl) (Williamsion et al.,
2002), DDB2 (Takimoto et al., 2002), XPC (Hartman et Ford, 2002), et TNF-a (Houvras et 
al., 2000). p27 est connu comme ayant une fonction suppresseur de tumeur, et pourrait être 
une cible dans le dérèglement du cycle cellulaire, lors de cancer de la glande mammaire 
(Zafonte et al., 2000). Malgré que BRCA1 puisse transactiver plusieurs gènes, il n’y a pas 
encore d’évidence que BRCA1 peut lier directement la région promotrice de ses gènes 
cibles. BRCA1 peut aussi médier la transcription génique via son interaction avec le proto- 
oncongène c-Myc, qui est impliqué dans divers processus cellulaires, dont la prolifération, 
le développement, l’apoptose et la transformation cellulaire (Nass et Dickson, 1997 ; Liao 
et Dickson, 2000). L’interaction de BRCA1 avec c-Myc résulte en l’inhibition de la 
transactivation et de la transformation cellulaire médiées par c-Myc (Rosen et al., 2003).
BRCA1 interagit aussi directement avec le suppresseur de tumeur p53, ce qui favorise 
l’activité transcriptionnelle de p53, et mène à l’activation des gènes qui en sont dépendants. 
Cette interaction se fait entre le domaine de liaison à l’ADN de p53 et un site localisé en N- 
terminal de BRCA1 (Ouchi et al., 1998 ; Zhang et al., 1998). Un second site de liaison, 
dans le deuxième BRCT de BRCA1, a été identifié pour interagir avec p53 (Chai et al.,
1999). Aussi, BRCA1 stabilise la protéine p53, via un mécanisme qui implique le 
suppresseur de tumeur pl4/ARF (Somasundaram et al., 1999). Ainsi, p53 pourrait être la 
cible de certaines fonctions biologiques de BRCA1. BRCA1 ne favorise pas l’expression 
de tous les gènes cibles de p53, mais il promouvoit l’expression de certains gènes impliqués 
dans la réparation de l’ADN et l’arrêt de la croissance cellulaire (MacLachlan et al., 2002). 
Cependant, puisque l’activité de BRCA1 peut être observée autant dans des cellules 
possédant p53, que dans des cellules où p53 est délété, certains auteurs ont suggéré que 
l’activité suppresseur de tumeur de BRCA1 n’est pas dépendante de p53 (Fan et al., 1998b, 
2001b). Par contre, plusieurs études suggèrent que p53 soit une composante essentielle 
dans le processus de tumorigénèse impliquant BRCA1. Comme mentionné plus haut, 
BRCA1 favorise l’activité transcriptionnelle de p53, mais cette dernière tant à inhiber
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l’expression de BRCA1, ce qui suggère une boucle de rétroaction négative, maintenant 
ainsi une faible activité basale pour BRCA1 et p53 (Arizti et al., 2000 ; MacLachlan et al., 
2000). Aussi, BRCA1 a un rôle à jouer dans Pactivation de certains gènes impliqués dans 
l’arrêt de la croissance cellulaire. Parmi ces gènes, on compte GADD45 (Harkin et al.,
1999). Plusieurs expériences suggèrent que BRCA1 régule de façon positive l’expression 
de GADD45 via son association avec Oct-1 (Fan et al., 2002).
Malgré la régulation positive de GADD45 par BRCA1, une étude récente suggère que 
BRCA1 puisse agir à titre de corépresseur de ZBRK1, via son interaction avec cette 
protéine à motif en doigts de zinc. Cette dernière cible une séquence spécifique de 
GADD45, de manière dépendante de BRCA1 (Zheng et al., 2000). ZBRK1 est un 
répresseur transcriptionnel reconnaissant des séquences spécifiques sur l’ADN, dont 
certaines sont présentes dans la région promotrice de plusieurs gènes cibles de BRCA1, 
dont GADD45 et p21WAF1/CIP. p21WAF1/CIP1, qui est un inhibiteur des CDKs, est aussi une 
cible transcriptionnelle de BRCA1. L’expression de cette dernière bloque les cellules en 
Gl, et ce, de manière dépendante de p21 WAF,/cn>1 (Somasundaram et al., 1997). Il a aussi 
été montré que BRCA1 peut réprimer l’expression de certains gènes au niveau de la 
transcription. C’est le cas pour la cycline B1 (Maclachlan et al., 2000), les gènes du 
récepteur ERa (Fan et al., 1999), et le facteur insulinomimétique 1 (IGF-1) (Maor et al.,
2000). Les mutants de BRCA1 retrouvés dans les cas de cancer du sein ne peuvent inhiber 
ou peuvent faiblement inhiber l’activité ER-a, en se liant au niveau du domaine de liaison 
pour le ligand (Fan et al, 1999a). ER-a fait partie de la super-famille des récepteurs 
nucléaires (Parker, 1998) et a un rôle majeur à jouer dans la stimulation de la prolifération 
cellulaire des cellules épithéliales de la glande mammaire, lors du processus de 
carcinogenèse (Dickson et Stancel, 2000).Un autre mécanisme via lequel BRCA1 peut 
inhiber l’activation de ce récepteur est la régulation négative de p300, un coactivateur de 
ER-a (Hanstein et al., 1996).
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BRCA1 et la progression du cycle cellulaire
Le rôle de BRCA1 dans la régulation du cycle cellulaire n’est pas très bien compris, 
cependant, une surexpression de BRCA1 mène à une abolition de la prolifération des 
cellules cancéreuses dans les cas de cancer du sein et des ovaires (Thompson et al., 1995). 
Plusieurs observations ont démontré une régulation du cycle cellulaire par BRCA1. 
L’expression de l’ARNm de BRCA1, ainsi que de la protéine, est modulée de manière 
spécifiquespécifïque au cours du cycle cellulaire. Il y a apparition de la protéine en phase 
G1 et atteinte d’un maximum en phase S, lors de la synthèse d’ADN. Lors de la transition 
entre la phase G1 et S, il y a hyperphosphorylation de BRCA1, jusqu’à la transition G2/M, 
et déphosphorylation progressive par la suite en phase M (Ruffiier et Verma, 1997; Ruffner 
et al., 1999).
Le lien entre BRCA1 et son rôle dans les points de contrôle du cycle cellulaire provient de 
plusieurs observations. Tout d’abord, la surexpression de BRCA1 mène à l’activation de 
p 2i WAF,/api, et ÎHhibe ainsi ia progression du cycle cellulaire vers la phase S (Maclachlan et 
al., 2000). Aussi, la surexpression de BRCA1 cause un arrêt du cycle cellulaire en phase 
Gl, suite à l’activation du gène p27(Kipl) (Williamson et al., 2002), en plus d’activer la 
transcription du gène GADD45 qui est impliqué dans le point de contrôle G2/M 
(Maclachlan et al., 2000). BRCA1 transactive aussi le gène 14-3-3a, qui est un gène 
d’importance majeur dans la régulation du point de contrôle en G2/M (Aprelikova et al., 
2001).
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BRCA1 et les processus de réparation de l’ADN
Certaines évidences suggèrent que la protéine BRCA1 est impliquée dans la réparation de 
l’ADN, puisqu’elle interagit avec plusieurs protéines impliquées lors des processus de 
réparation et de recombinaison de l’ADN. Un premier indice que BRCA1 a un rôle à jouer 
dans la réponse aux dommages à l’ADN est que BRCA1 s’associe et colocalise avec 
Rad51, une recombinase d’ADN, dans une structure appelée foyer nucléaire (Scully et al., 
1997c). La fonction de ces foyers nucléaires est encore inconnue. Cependant, il y a 
dispersion des foyers nucléaires lorsque la cellule subit des dommages par des agents 
génotoxiques (Scully et al., 1997b). Plusieurs protéines membres de la famille PI (nuclear 
phosphoinositide) kinase sont impliquées dans la signalisation lors de dommages à l’ADN. 
Parmi ces protéines, on note ATM (ataxia-telangiectasia mutated), ATR (ATM and Rad3 
related protein) et DNA-PK (DNA-dependent protein kinase) (Scully et al., 1997b). Lors 
de dommages à l’ADN par des agents génotoxiques, la protéine BRCA1 est rapidement 
phosphorylée par ATM et ATR, et colocalise avec celles-ci à l’intérieur de foyers 
nucléaires (Tibbetts et al., 2000).
Wang et al. (2000) ont effectué une analyse protéomique pour identifier des protéines qui 
étaient associées à BRCA1 in vivo. Ils ont observé que BRCA1 faisait partie d’un 
supercomplexe comprenant environ 40 protéines, qu’ils ont nommé BASC (BRCAl- 
associated genome surveillance complex). Parmi les composantes de BASC, on note le 
complexe Mrel l-Rad50-p95(Nbsl) qui est impliqué dans la réparation des bris d’ADN, 
ainsi que plusieurs autres protéines impliquées dans la TCR (réparation couplée à la 
transcription) et la réparation suite à la réplication. BARD1 (BRCAl-associated ring 
domain protein), HDAC1, ATM, et encore bien d’autres protéines qui ne sont pas encore 
caractérisées, font partie du complexe BASC.
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Une seconde évidence permet de croire que la protéine BRCA1 est impliquée dans la 
réparation de l’ADN. Des études menées par Moynahan et al. (1999) montrent que la 
recombinaison homologue lors de la réparation des bris doubles brins d’ADN est affectée 
lorsque les cellules sont déficientes en Brcal. Ces expériences ont été effectuées sur des 
cellules souches dérivées d’embryons de souris qui sont défectueuses pour le processus de 
réparation comme la TCR. Ces cellules seraient aussi sensibles aux radiations ionisantes et 
aux traitements de peroxyde d’hydrogène. Cependant, cette dernière information demeure 
à vérifier, puisque l’article de Gowen et al. paru en 1998 fut rétracté à l’été 2003. Ces 
embryons de souris montrent des aberrations autant de nombre, que de structure des 
chromosomes (Shen et al., 1998). Abbott et al. (1999) ont montré qu’une lignée cellulaire 
humaine de cancer du sein, dont l’allèle BRCA1 était mutée, était hypersensible aux 
radiations ionisantes, et que l’expression exogène de BRCA1 renversait le phénotype de 
sensibilité aux radiations. De plus, il y a un lien à faire entre la régulation de la 
transcription par BRCA1 et les dommages à l’ADN. Lorsqu’il n’y a pas de dommage, le 
potentiel de transactivation de BRCA1 est partiellement supprimé puisque le complexe 
CtIP-CtBP est lié à son domaine BRCT (Li et al., 1999, 2000). Par contre, lors de 
dommages à l’ADN, la protéine ATM phosphoryle CtlP, ce qui dissocie BRCA1 du 
complexe CtIP-CtBP, relevant ainsi la répression de transactivation de BRCAl. Ceci 
permet donc à BRCA1 d’induire la transcription de certains gènes en réponse aux 
dommages à l’ADN, comme par exemple GADD45. Ces études montrent que BRCA1 
aurait un rôle important à jouer dans la réparation de l’ADN, et ce, possiblement via ses 
interactions avec plusieurs protéines qui sont impliquées dans la réparation des bris de 
l’ADN.
BRCA1 et l’apoptose
L’apoptose se décrit comme étant la mort programmée des cellules en réponse à des 
facteurs de stress, incluant les agents causant des dommages à l’ADN (Wertz et Hanley,
17
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1996; Bergman et Harris, 1997). Suite à certains stress, la transcription du gène codant 
pour le suppresseur de tumeur p53 est activée, favorisant ainsi l’expression des gènes 
impliqués dans l’inhibition du cycle cellulaire (p21WAFI/CIPI), dans l’induction de l’apoptose 
(Bax), et dans la réparation de l’ADN (GADD45) (Levine, 1997). L’étude de Shao et al. 
(1996) a montré que la surexpression de BRCA1 dans les cellules de cancer du sein 
augmente la susceptibilité à induire l’apoptose par l’ajout d’un ionophore de calcium, et 
que l’inhibition de l’expression de BRCA1 rend les cellules résistantes à l’apoptose. Cette 
augmentation de susceptibilité à l’apoptose peut être due, en partie, au fait que BRCA1 
induit la régulation négative de Bcl-2 et du cofacteur de transcription p300 (Fan et al., 
1998)
BRCA1 et sa fonction ubiquitine ligase
Plusieurs études récentes suggèrent un rôle de BRCA1 dans l’ubiquitination des protéines. 
Le domaine RING de plusieurs protéines porte une activité ubiquitine ligase. Cette activité 
a pour conséquence que le niveau de protéines dans la cellule est modulé par leur 
ubiquitination de ces dernières (Lorick et al., 1999). Il a été établi que BRCA1 possède une 
activité ubiquitine ligase. Cette fonction ubiquitine ligase (E3) est beaucoup plus 
importante dans le cas où BRCA1 est associée à BARD1 pour former un hétérodimère 
(Brzovic et al., 2001 a,b). Il est donc suggéré que l’activité ubiquitine ligase du complexe 
BRCA1/BARD1 contribue à plusieurs fonctions biologiques de BRCA1 (Rosen et al.,
2003).
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Description de mon projet de maîtrise
Des expériences effectuées dans le laboratoire du Dr Luc Gaudreau montrent que la 
protéine BRCA1-C (région comprenant les acides aminés 1528 à 1863) peut stimuler la 
transcription génique par un mécanisme autre que le recrutement de la machinerie 
transcriptionnelle au promoteur, comparativement à un activateur classique (Nadeau et al.,
2000). Ainsi, BRCA1 peut stimuler la transcription sans posséder de domaine de liaison 
spécifique à l’ADN. De plus, la présence d’une boîte TATA fonctionnelle n’est pas requise 
à cette fin. Ceci suggère donc un mécanisme particulier par lequel BRCA1 peut activer la 
transcription. De plus, des expériences effectuées par Schlegel et al. (2000) ont montré que 
la protéine BRCA1 interagit avec l’holoenzyme ARN pol II. Par contre, une forme 
tronquée de BRCA1, dont il manque les 11 derniers acides aminés (forme retrouvée dans 
certains cancers du sein de type héréditaire), est plus faiblement associée à TARN pol II, ce 
qui diminue sa capacité à activer la transcription. Aussi, la région C-terminale de BRCA1 
contient plusieurs acides aminés chargés négativement. Ce trait distinctif est très souvent 
retrouvé chez les activateurs transcriptionnels (Futreal et al., 1994).
Puisque la protéine BRCA1 est impliquée en transcription, et qu’elle copurifie avec 
Pholoenzyme ARN pol II, il serait intéressant de déterminer comment BRCA1 agit sur 
TARN pol II pour stimuler la transcription. De ces résultats, deux objectifs sont ressortis 
pour l’élaboration de mon projet de maîtrise. Tout d’abord, déterminer si la présence de 
BRCA1-C a un impact sur l’état de phosphorylation du CTD de la sous-unité RPB1 de 
TARN pol II in vitro, et ce, afin de déterminer un mécanisme possible de la régulation de la 
transcription génique par BRCAl. Cette direction a été envisagée suite à l’hypothèse émise 
au laboratoire selon laquelle BRCA1 pouvait protéger TARN pol II de la dégradation. Le 
second objectif consiste à déterminer si BRCA1-C interagit directement avec une des 
protéines kinases du CTD, en l’occurrence CDK7, qui est une sous-unité du facteur général 
de transcription TFIIH. Les données recueillies permettront d’élucider, en partie, une des
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implications de BRCA1 avec l’ARN pol II, et de déterminer un des modes d’action 
potentiel de BRCA1 en transcription génique.
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CHAPITRE 1
MATÉRIEL ET MÉTHODES 
1.1 Surexpression et purification de protéines
Les constructions plasmidiques qui expriment l’étiquette GST sont réalisées dans le vecteur 
pGEX 6P1, et surexprimées dans les bactéries E.coli XA90, à l’aide de l’IPTG (Isopropyl 
fi-D-thiogalactopyranoside), pendant 3 heures, à 30°C, avec agitation. Elles sont purifiées 
selon les procédures standard sur une colonne de billes Glutathione Sépharose 4B, et elles 
sont conservées sur les billes à -  80 °C. Les constructions plasmidiques qui expriment 
l’étiquette polyhistidine sont réalisées dans le vecteur pET30a, et surexprimées dans les 
bactéries E.coli BL21 codon+, à l’aide de l’IPTG, à 30°C, pendant 3 heures. Elles sont 
purifiées selon le protocole fournit par le manufacturier (QIAGEN), sur une colonne Ni- 
NTA. Elles sont par la suite éluées, et conservées dans le tampon ATF (150mM acétate de 
potassium (KOAc), 20% glycérol, 20mM Tris-Acétate pH 7,9, 0,2 mM
Éthylenediaminetetraacétate (EDTA), et 1 mM dithiothréinol (DTT)).
1.2 Immunoprécipitation
Des extraits protéiques de cellules MCF7 sont récoltés à partir de la lyse des cellules dans 
le tampon (20mM TRIS-HC1 (pH 7,4), 137 mM NaCl, 25 mM sodium P-glycérophosphate, 
2 mM sodium pyrophosphate, 2 mM EDTA, 1 mM sodium vanadate, 10 % (v/v) glycérol et 
1% (v/v) triton X-100). 1,6 mg d’extraits protéiques est mis en contact avec 5 pg
d’anticorps contre la protéine CDK7 et d’anticorps de sérum pré-immun (contrôle négatif),
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préalablement liés à 10 pi de billes Protéine A agarose. Le tout est incubé 2 heures avec 
rotation, à 4°C. La moitié des échantillons est déposée sur un gel de polyacrylamide SDS- 
PAGE, afin de vérifier par immunobuvardage de type Western que chacun des échantillons 
contient la même quantité de protéines immunoprécipitées. L’autre moitié de l’échantillon 
est utilisé pour les essais de phosphorylation.
1.3 Essai de phosphorylation
Pour les essais kinases, 500 ng de la protéine de fusion GST-CTD sont utilisés comme 
substrat. La kinase utilisée est la protéine CDK7 immunoprécipitée à partir des extraits 
protéiques de cellules MCF7. La source d’ATP, quant à elle, est le [y"32P]. Afin de vérifier 
l’effet de la présence de BRCA1 sur la phosphorylation de GST-CTD, 0 pg, 1 pg et 5 pg de 
la protéine de fusion His-BRCAl, comprenant les acides aminés 1528 à 1863 sont ajoutés à 
l’essai de phosphorylation. Les réactions sont incubées pendant 30 minutes à 30°C dans le 
tampon kinase (25 mM HEPES (pH7,4), 25 mM sodium P-glycérophosphate, 25 mM 
MgCb, 0,1 mM sodium vanadate et 0,5 mM DTT). Les échantillons sont déposés sur un 
gel de polyacrylamide SDS-PAGE, et la migration est effectuée à 250 volts, pendant 35 
minutes. L’autoradiogramme est révélé à l’aide d’un phosphorimager.
1.4 Tests d’interaction
Pour réaliser les tests d’interaction, 45 pmol de protéines de fusion GST et GST-BRCA1 
sont mis en contact avec des billes Glutathione Sépharose 4B (Amersham). Suite à 4 
lavages dans le tampon d’interaction (750 mM KOAc, 20 mM HEPES pH 7,9, 20% 
glycérol et 1 mM EDTA), 5 pmol de protéine His-CDK7, His-cycline H, ou His-MATl
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sont ajoutées aux billes, et le tout est incubé 2 heures à 4 °C, avec rotation. Suite à 4 autres 
lavages dans le tampon d’interaction, les réactions sont déposées sur un gel de 
polyacrylamide SDS-PAGE, et la migration est réalisée à 250 volts, pendant 50 minutes. 
Par la suite, un immunobuvardage de type Western est effectué à l’aide d’un appareil de 
transfert de type semi-dry. Finalement, la détection des protéines CDK7, cycline H ou 
MAT1 s’effectue à l’aide des anticorps respectifs, et le tout est révélé avec la trousse ECL+ 
de la compagne Amersham, Biosciences.
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CHAPITRE 2
RÉSULTATS
2.1 Influence de BRCA1 sur la phosphorylation du CTD de l’ARN polymérase II
Tel que mentionné précédemment, la protéine BRCA1 peut stimuler la transcription d’une 
manière différente d’un activateur classique. Il est donc intéressant de tenter de 
comprendre comment BRCA1 peut stimuler la transcription génique. Puisque la protéine 
BRCA1 copurifie avec l’ARN pol II et que l’état de phosphorylation de celle-ci est 
important dans la régulation de la transcription, nous avons vérifié si BRCA1 peut moduler 
le niveau de phosphorylation du CTD de TARN pol II. Pour vérifier cette hypothèse, des 
immunoprécipitations de la protéine CDK7 dans des cellules MCF7, suivis d’essais de 
phosphorylation sur la protéine de fusion GST-CTD ont été effectués, et ce, en présence ou 
non de BRCA1-C. Seule la région C-terminale (comprenant les acides aminés 1528 à 
1863) est utilisée, car cette région est suffisante peut activer la transcription. La protéine de 
fusion GST-CTD consiste en une construction plasmidique exprimant la protéine 
glutathione S-transférase fusionnée au CTD de l’ARN pol II, soit les 52 répétions de 
l’heptapeptide retrouvé chez la souris. La figure 1 est constituée de deux panneau. Celui du 
haut est un autoradiogramme des essais kinases qui ont été effectués sur la protéine de 
fusion GST-CTD phosphorylée par CDK7 immunoprécipitée, en présence ou non de 
BRCA1-C. Le panneau du bas est un immunobuvardage de type Western permettant de 
vérifier que chacun des échantillons contient la même quantité de protéines CDK7 
immunoprécipitées. Tel que montré dans le panneau du haut, lorsque la protéine BRCA1-C 
est absente, la protéine de fusion GST-CTD est très bien phosphorylée par CDK7 qui fut 
immunoprécipitée (piste 1). Par contre, lors de l’ajout de BRCA1 en quantité croissante
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soit 1 pg et 5 pg (pistes 2 et 3), la phosphorylation de GST-CTD diminue, jusqu’à devenir 
presque nulle. Cette diminution de la phosphorylation de GST-CTD n’est pas due au fait 
qu’une quantité croissante de BRCA1 monopolise tout l’ATP disponible dans la réaction, 
car il n’y a pas d’augmentation de la phosphorylation de BRCA1 qui est également 
phosphorylée au cours de la réaction (non montré). Donc la présence de BRCA1-C semble 
moduler à la baisse le niveau de phosphorylation de la protéine GST-CTD. Afin de 
s’assurer que cette inhibition de phosphorylation de la protéine GST-CTD est occasionnée 
spécifiquement par BRCA1-C, l’essai de phosphorylation a été repris à l’aide de la protéine 
BSA (Bovine sérum albumin). La piste 4 montre que la protéine BSA (5 pg) n’a pas la 
capacité de diminuer la phosphorylation de la protéine de fusion GST-CTD. Finalement, la 
piste 5 est contrôle négatif utilisant les anticorps de sérum pré-immun de lapin (Gracieuseté 
du Dr Richard Blouin) pour procéder à l’immunoprécipitation. Les résultats montrent que 
c’est spécifiquement la protéine CDK7 immunoprécipitée qui a la capacité de phosphoryler 
la protéine de fusion GST-CTD.
IP IP
a-CDK7 a-pré-immun
r- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - >  (- - - - - - \
GST-CTD
IP CDK7
Figure 1. Essai de phosphorylation de GST-CTD par la protéine 
immunoprécipitée CDK7, en présence ou non de BRCA1-C. 500 ng de GST-CTD ont 
été utilisés, ainsi que 0 pg, 1 pg et 5,0 pg de BRCA1-C.
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2.2 Interaction de BRCA1 avec le complexe CAK
Tel que mentionné précédemment, la protéine BRCA1 interagit avec TARN pol II 
(Schlegel et al, 2000), et elle copurifie avec la facteur de transcription TFIIH (Scully et al., 
1997). Puisque BRCA1 peut moduler la phosphorylation de GST-CTD induite par CDK7, 
il serait intéressant de vérifier si cette modulation s’effectue via une interaction entre 
BRCA1 et CDK7. Afin de vérifier cette idée, de tests d’interaction ont été effectués entre 
BRCA1 et CDK7, et aussi entre BRCA1 et les protéines cycline H et MAT1, les deux 
autres composantes du complexe CAK, dont CDK7 fait partie. Pour ce faire, la protéine de 
fusion GST-BRCA1-C fut surexprimée dans E. coli, purifiée et couplée aux billes de 
gluthatione-sépharose. À cette préparation furent ajoutées séparément les protéines CDK7, 
MAT1 ou cycline H. Ces trois protéines furent surexprimées individuellement dans E. coli 
et purifiées indépendamment. Suite aux tests d’interaction, les échantillons sont déposés 
sur un gel SDS-PAGE, et la migration est effectuée à 250 volts pendant 50 minutes. La 
présence des protéines CDK7, MAT1 ou cycline H est détectée par immunobuvardage de 
type Western. Tel que montré à la figure 2 lors des essais d’interaction, BRCA1-C (1528- 
1863) interagit avec les protéines MAT1 et CDK7, mais il n’y a pas d’interaction entre 
BRCA1 et la cycline H. La protéine GST seule agit à titre de contrôle négatif. Donc dans 
ces conditions, BRCA1-C a la capacité d’interagir directement avec CDK7 et MAT1. Ces 
tests d’interaction in vitro sont effectués séparément avec chacune des trois protéines du 
complexe CAK. Il est possible que les résultats soient différents avec l’utilisation du 
complexe en entier, dans un contexte plus physiologique ou in vivo.
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MAT1 CDK7 Cycline H
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GST GST- GST GST- GST GST-
BRCA1-C BRCA1-C BRCA1-C
Figure 2. Tests d’interaction entre la protéine GST-BRCA1-C et les différentes 
sous-unités du complexe CAK, soit MAT1, CDK7 et cycline H. Les lettres L et P 
situées au-dessus de chacun des puits signifient : load (représentant toutes les composantes 
ajoutées à la réaction), et pellet (représentant ce qui a interagi avec GST-BRCA1-C).
Il est connu que les domaines BRCT de BRCA1 interagissent avec de nombreuses 
protéines, tel que mentionné précédemment. Afin de déterminer si les interactions entre 
BRCA1-C et MAT1, et BRCA1-C et CDK7 se produisent via ces domaines BRCT, j ’ai 
effectué la construction plasmidique de deux régions en C-terminal de BRCA1, soit la 
région couvrant les acides aminés 1528 à 1646, et la région couvrant les acides aminés 
1646 à 1863. Cette dernière région inclut les deux domaines BRCT de BRCAl. La figure 
3a schématise les régions de BRCA1-C utilisées pour les expériences à suivre. Les tests 
d’interactions ainsi que la détection des protéines ont été effectués de la même manière que 
l’expérience précédente. Suite aux tests d’interaction entre les deux constructions de 
BRCA1-C et MAT1, les résultats de la figure 3b montrent que seulement la région 1646- 
1863 de BRCA1-C interagit avec MAT1. Ces résultats peuvent s’expliquer de deux façons. 
Soit la région 1528-1646 de BRCA1 n’interagit pas du tout avec MAT1, soit cette 
construction de BRCA1 n’adopte pas la bonne conformation lui permettant d’interagir avec 
MAT1. En ce qui a trait à l’interaction entre BRCA1 et CDK7, les deux régions de
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BRCA1, soit 1528-1646 et 1646-1863, interagissent également avec CDK7 (figure 3c). 
Donc dans les conditions présentes, différentes régions en C-terminale de BRCA1 (1528- 
1863) semblent avoir la capacité d’interagir avec CDK7. Cette interaction pourrait se faire 
via des acides aminés distincts présents seulement dans la région 1528-1646, et seulement 
dans la région 1646-1863, ou via une région qui est étendue de part et d’autre de l’acide 
aminé 1646. Il est intéressant de constater quand plus d’activer la transcription, la région 
C-terminale de BRCA1 peut inhiber la phosphorylation de GST-CTD, et qu’elle interagit 
directement avec CDK7 (une des kinases du CTD).
Dans notre laboratoire, d’autres expériences de phosphorylation ont été effectuées. Elles 
montrent que les constructions de BRCA1-C possédant une mutation de la sérine 1572 en 
alanine et en acide glutamique, n’ont pas la capacité d’inhiber la phosphorylation de GST- 
CTD, comme le fait la protéine de type sauvage (Moisan et al., soumis pour publication). 
La sérine 1572 est un résidu pouvant être phosphorylée par la protéine CK2 (O’Brien et al., 
1999). Ces mutants avaient été produits afin d’étudier l’importance de la phosphorylation 
de BRCA1-C dans ses fonctions physiologiques. Cependant, ces mutants ne semblent pas 
retrouvés dans les cas de cancer du sein. Afin de déterminer si la perte de fonction de la 
protéine est due à une mutation qui empêche l’interaction entre BRCA1-C et CDK7, ces 
mutants ont donc été utilisés pour effectuer les tests d’interaction. Puisque les régions 
1528-1646, autant que 1646-1863 de BRCA1 interagissent avec CDK7, nous avons 
seulement utilisé la région 1528-1646 pour faire les tests d’interaction utilisant les mutants 
de BRCAl. Ceci dans le but d’éviter que l’interaction de la région 1646-1863 de BRCA1 
avec CDK7 ne vienne masquer le résultat d’interaction entre les mutants de BRCA1 
(S1572A et S1572E) et CDK7. La figure 4b montre que les mutants S1572A et S1572E de 
BRCA1-C peuvent interagir avec CDK7, de façon similaire à la protéine de type sauvage. 
Ainsi, ces protéines mutées n’ayant plus la capacité d’inhiber la phosphorylation de GST- 
CTD, conservent la capacité d’interagir avec CDK7. Ce qui laisse croire que les régions 
d’interaction de BRCA1 pour CDK7 ne sont peut-être pas les mêmes que la région de 
BRCA1 portant l’activité lui permettant d’inhiber la phosphorylation de GST-CTD.
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Figure 3. Tests d’interaction entre différents fragments de GST-BRCA1-C, soit 
1528-1646 et 1646-1863 et les différentes sous-unités du complexe CAK A) Schéma 
représentant les différentes constructions de la région C-terminale de BRCAl. B) Test 
d’interaction avec la protéine MAT1. C) Test d’interaction avec la protéine CDK7. Les 
lettres L et P situées au-dessus de chacun des puits signifient : load (représentant toutes les 
composantes ajoutées à la réaction), et pellet (représentant ce qui a interagi avec GST- 
BRCA1-C).
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Figure 4. Tests d’interaction entre différents mutants de GST-BRCA1-C soit 
S1572A et S1572E et la sous-unité CDK7. A) Schéma représentant les différentes 
constructions de la région C-terminale de BRCAl. B) Tests d’interaction avec la protéine 
CDK7. Les lettres L et P situées au-dessus de chacun des puits signifient : load
(représentant toutes les composantes ajoutées à la réaction), et pellet (représentant ce qui a 
interagit avec GST-BRCA1-C).
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CHAPITRE 3
DISCUSSION
Il est connu que la phosphorylation du CTD joue un rôle important dans la régulation de 
l’activité transcriptionnelle de TARN pol II (Dahmus, 1994 ; Dahmus, 1996). Tel que 
mentionné précédemment, le CTD existe sous au moins deux états de phosphorylation, 
c'est-à-dire, hypophosphorylé et hyperphosphorylé. La forme peu phosphorylée de l'ARN 
pol II est préférentiellement retrouvée dans le complexe de pré-initiation, tandis que la 
forme hyperphosphorylée est majoritairement retrouvée lors du dégagement du promoteur, 
et de l'élongation (Dahmus, 1996). Ces changements au niveau du CTD sont observés en 
réponse à différentes situations qui se produisent dans la vie d’une cellule. Ceci rappelle 
donc l’importance de l ’état de la phosphorylation du CTD pour la régulation de la 
transcription génique.
Des expériences réalisées par Nadeau et al. en 2000 ont montré que la protéine BRCA1-C 
peut activer la transcription génique par un mécanisme différent des activateurs classiques. 
Afin de vérifier si cette activation de la transcription par BRCA1 s’effectue par une 
modulation des niveaux de phosphorylation de l’ARN pol II, des essais de phosphorylation 
de GST-CTD ont été effectués, en présence ou non de BRCA1-C. Les essais de 
phosphorylation de la protéine de fusion GST-CTD par la protéine CDK7 
immunoprécipitée, montrent qu’une quantité croissante de la protéine BRCA1-C inhibe 
cette phosphorylation (figure 1). La région C-terminale de la protéine BRCA1 semble donc 
moduler in vitro l’état de phosphorylation de GST-CTD. Aussi dans notre laboratoire, des 
expériences de phosphorylation ont été réalisées sur le complexe de pré-initiation lié à un 
promoteur (Moisan et al., soumis pour publication). Dans ce cas, le substrat n’était pas 
GST-CTD, mais il s’agissait plutôt de la sous-unité RPB1 de l’ARN pol II obtenue par
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immunoprécipitation. Cette expérience avait pour but de vérifier si la protéine BRCA1-C 
avait la même capacité à inhiber la phosphorylation du CTD de RPB1 comparativement au 
résultat obtenu avec la protéine de fusion GST-CTD. Les résultats montrent dans ce cas 
aussi, que l’état de phosphorylation du CTD de RPB1 diminue avec l’ajout de BRCA1-C. 
Ces expériences suggèrent donc que la protéine BRCA1 pourrait avoir la capacité d’inhiber 
la phosphorylation du CTD de l’ARN pol II (RPB1), lorsque celle-ci se trouve en solution 
(non liée à l’ADN). Ainsi, puisque la forme hypophosphorylée de l’ARN pol II la rend 
plus compétente à lier l’ADN, cette inhibition de phosphorylation par BRCA1 favoriserait 
sa liaison au promoteur. De ce fait, la régulation de la transcription par BRCA1 pourrait 
possiblement s’effectuer par la modulation de l’état de phosphorylation du CTD de TARN 
pol II.
Pour déterminer de quelle manière BRCA1-C peut inhiber l’état de phosphorylation du 
CTD de TARN pol II, j ’ai vérifié si BRCA1-C pouvait interagir avec CDK7, une des 
kinases du CTD faisant partie de TFIIH. Pour ce faire, des tests d’interaction entre la 
protéine GST-BRCA1-C et CDK7 ont été effectués. De plus, puisque CDK7 fait partie du 
sous-complexe CAK de TFIIH, des tests d’interaction ont été réalisé entre GST-BRCA1-C 
et les deux autres sous-unités de CAK, soit MAT1 et cycline H. Tel que mentionné dans la 
section des résultats, la protéine BRCA1-C interagit in vitro avec deux composantes du 
complexe CAK en solution, soit MAT1 et CDK7, mais n’interagit pas avec la cycline H 
(figure 2). Afin de déterminer si l’interaction de BRCA1-C avec CDK7 et MAT se produit 
via les domaines BRCT de BRCA1 (1646-1863), deux différentes constructions de 
BRCA1-C ont été réalisées, soit GST-BRCA1 (1528-1646) et GST-BRCA1 (1646-1863). 
Les résultats obtenus montrent que les BRCT de BRCA1 (1646-1863) interagissent autant 
avec MAT1 (figure 3b) que CDK7 (figure 3c). Cependant, la région 1528-1646 ne 
contenant pas les BRCT de BRCA1 interagit seulement avec la protéine CDK7.
Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.
De plus, des expériences réalisées dans notre laboratoire ont montré que la région 1528- 
1646 de BRCA1 (celle interagissant seulement avec CDK7) est suffisante pour inhiber la 
phosphorylation de GST-CTD, tandis que les BRCT seuls ne peuvent pas inhiber cette 
phosphorylation (Moisan et al., soumis pour publication). Ceci laisse donc supposer que 
c’est via l’interaction entre la région 1528-1646 de BRCA1 et CDK7 que l’inhibition de la 
phosphorylation du CTD peut se produire. Tel que montré à la figure 4, des essais 
d’interaction ont été effectués avec la protéine BRCA1-C (1528-1863) possédant une 
mutation de la sérine 1572 en alanine ou en acide glutamique. Tel que cité dans Moisan et 
al. (soumis pour publication), ces mutants n’ont pas la capacité d’inhiber la 
phosphorylation de GST-CTD comme le fait la protéine de type sauvage. Par contre, les 
tests d ’interaction montrent qu’ils peuvent interagir avec CDK7, et ce, au même titre que la 
protéine de type sauvage. Ceci renforce donc l’idée que c’est la région 1528-1646 de 
BRCA-C qui lui procure sa capacité à inhiber la phosphorylation de GST-CTD. La région 
des BRCT de BRCA1-C serait plutôt essentielle pour l’interaction physique de BRCA1 
avec plusieurs protéines, dont CDK7 et MAT1.
La protéine MAT1, quant à elle, interagit avec la région de BRCA1-C qui n’a pas la 
capacité d’inhiber la phosphorylation de GST-CTD, soit les BRCT (1646-1863). Cette 
interaction physique entre MAT1 et BRCA1 est peut-être nécessaire pour favoriser un 
positionnement plus solide entre le complexe CAK et BRCAl. Dans Moisan et al. (soumis 
pour publication), nous avons montré que la présence ou non de MAT1 dans le complexe 
CAK ne modifiait en rien la capacité de BRCA1-C à inhiber la phosphorylation du CTD 
par CAK. Il n’est donc pas surprenant de constater que MAT1 interagit seulement avec les 
BRCT de BRCAl. Mentionnons que MAT1 joue un rôle important autant dans la stabilité 
du complexe CDK7-cycline H à l’intérieur de TFIIH, que dans la spécificité du substrat 
pour le complexe CAK (Yankulov et Bentley, 1997). Ces tests d’interaction ont été 
effectués in vitro avec chacune des protéines isolées du complexe CAK, et non avec le 
complexe CAK en entier. Il est fort possible que la formation du complexe CAK dans un 
contexte in vivo modifie la conformation de chacune de ses composantes. Il serait donc
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intéressant de refaire les tests d’interaction entre BRCA1 et le complexe CAK préformé 
dans un contexte in vivo. Tout d’abord, puisque MAT1 stabilise le complexe CDK7- 
cycline H au sein de TFIIH, il est possible que toutes ces interactions physiques entre les 
protéines nuisent à l’interaction entre BRCA1-C et CDK7 et/ou MAT1. Donc les résultats 
d’interaction in vivo pourraient être différents. De plus, les protéines BRCA1 et CDK7 
peuvent subir des modifications post-traductionnelles au cours du cycle cellulaire. Il serait 
donc intéressant de vérifier in vivo les implications de telles modifications sur les 
interactions physiques et fonctionnelles entre ces protéines.
Les résultats présentés montrent que BRCA1-C peut inhiber la phosphorylation de GST- 
CTD, et ce, possiblement via son interaction avec CDK7. Afin de comprendre comment 
BRCA1 peut inhiber cette phosphorylation, des tests effectués in vitro dans notre 
laboratoire ont montré que la liaison entre l’ATP et le sous-complexe CAK (CDK7) 
diminue avec l’ajout de BRCA1-C (Moisan et al., soumis pour publication). Ceci laisse 
supposer que BRCA1 interfère dans la liaison entre CDK7 et l’ATP. De plus, les mutants 
S1572A et S1572E de BRCA1-C, qui n’ont plus la capacité d’inhiber la phosphorylation du 
CTD, ne possèdent pas la capacité de réduire la liaison de l’ATP au complexe CAK comme 
le ferait la protéine de type sauvage. Ces mutations de BRCA1 se retrouvent justement 
dans la région 1528-1646, essentielle à BRCA1-C pour inhiber la phosphorylation du CTD. 
Ce qui pourrait expliquer l’inhibition observée de la phosphorylation du CTD par CDK7, 
lors de l’ajout de BRCA1-C.
Ainsi, puisque l’interaction de BRCA1-C avec CDK7 semble interférer dans la liaison de 
l’ATP avec le complexe CAK (CDK7), et que la capacité de CDK7 à lier l’ATP est 
essentielle dans son activité kinase, les résultats suggèrent fortement que BRCA1-C peut 
inhiber la phosphorylation du CTD par sa liaison avec la protéine CDK7.
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Tel qu’énoncé précédemment, la phosphorylation du CTD par TFIIH in vitro semble 
stimuler la transcription par l'ARN pol II (Orphanides et al., 1996 ; Coin et Egly, 1998 ; 
Rield et Egly, 2000). Puisque la régulation rigoureuse de la transcription génique est entre 
autres assurée par la phosphorylation spécifique des acides aminés composant le CTD, et 
que cela se produit grâce aux différentes kinases qui lui sont associées, l’interaction entre 
BRCA1 et CDK7 pourrait moduler les niveaux de transcription génique à certains gènes. 
Lorsque l’ARN pol II n’est pas liée à l’ADN, elle n’est pas phosphorylée par CDK7. C’est 
sous la forme hypophosphorylée qu’elle lie préférentiellement l’ADN (Dahmus, 1996). Par 
la suite, lorsque le complexe de pré-initiation est formé et recruté au promoteur d’un gène, 
la phosphorylation du CTD de l’ARN pol II par CDK7 permet le dégagement du 
promoteur. Ainsi, si BRCA1-C peut inhiber l’activité kinase de CDK7, cela permettrait 
qu’une quantité plus importante d’ARN pol II compétente puisse lier l’ADN. Par la suite, 
lorsque l’ARN pol II est liée au promoteur, le maintien du CTD hypophosphorylé par 
BRCA1 pourrait stabiliser l’ARN pol II sur le promoteur jusqu’au dégagement de celui-ci. 
Ceci laisse supposer un mécanisme de régulation par lequel BRCA1 ne peut plus lier 
CDK7, permettant à cette dernière de phosphoryler le CTD et de dégager le promoteur. Il 
est connu que des mutations, autant dans la région C-terminale, que N-terminale de 
BRCA1, augmentent les proportions de cancer du sein et des ovaires chez les femmes. Il 
est possible que la régulation de la transcription génique soit affectée, puisque certains de 
ces mutants n’ont plus la capacité d’interagir correctement physiquement et/ou 
fonctionnellement avec le complexe CAK ou d’autres composantes de l’holoenzyme. 
Finalement, le complexe CAK est connu pour être impliqué à plusieurs niveaux dans la 
cellule, car il possède plusieurs substrats (Rossignol et al., 1997). Puisque la protéine 
BRCA1-C semble inhiber l’activité du complexe CAK, cette interaction pourrait avoir des 
effets très diversifiés dans le déroulement du cycle cellulaire. De plus, la phosphorylation 
du CTD par CAK est importante pour la régulation de la transcription génique, mais elle est 
aussi impliquée dans la stabilité de l’ARN pol II (Bregman et al., 1996 ; Mitsui et Sharp, 
1999), la processivité de l’ARNm (Bentley, 1999), et la réparation de l’ADN couplée à la 
transcription (Bregman et al., 1996 ; Mitsui et Sharp, 1999).
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CONCLUSION
L’étude des interactions physiques et fonctionnelles entre la protéine BRCA1-C et CDK7 
(la kinase du CTD), à l’aide de protéines recombinantes purifiées, m’a permis d’atteindre 
les objectifs fixés au début de mon projet de maîtrise. Tout d’abord, il a été possible de 
démontrer que la protéine BRCA1-C (1528-1863) peut moduler à la baisse la 
phosphorylation de la protéine de fusion GST-CTD (qui imite le CTD de la sous-unité 
RPB1 de l’ARN pol II) par la protéine immunoprécipitée CDK7. De plus, dans les 
conditions in vitro où j ’ai mené mes expériences, BRCA1-C a la capacité d’interagir avec 
deux composantes du sous-complexe CAK du facteur de transcription TFIIH, soit MAT1 et 
CDK7. CDK7 est considérée comme une des kinases les plus importantes du CTD, et elle 
phosphoryle ce dernier lorsque le complexe de pré-initiation est formé, ce qui permet le 
dégagement du promoteur. Aussi, d’autres résultats obtenus dans le laboratoire laissent 
supposer que BRCA1-C interfère dans la liaison entre CDK7 et l’ATP (Moisan et al., 
soumis pour publication).
Les résultats obtenus mènent à l’élaboration de la conclusion suivante : BRCA1 peut 
moduler à la baisse le niveau de phosphorylation du CTD, et ce possiblement par son 
interaction avec CAK et plus spécifiquement CDK7. La régulation rigoureuse de la 
transcription génique est entre autres assurée par la phosphorylation spécifique des acides 
aminés dans certaines portions du CTD. Ceci est un point de départ intéressant permet 
d’élaborer un mécanisme par lequel BRCA1-C pourrait réguler la transcription génique. 
Ainsi, l’inhibition de l’activité kinase de CDK7 par BRCA1 pourrait permettre à une plus 
grande quantité d’ARN pol II de lier certains promoteurs. Par la suite, une perte 
d’interaction entre BRCA1 et CDK7 permettrait à cette dernière de phosphoryler le CTD de 
l’ARN pol II et d’induire par le fait même le dégagement du promoteur.
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Afin de vérifier l’hypothèse selon laquelle BRCA1 peut inhiber la phosphorylation du CTD 
via son interaction avec CDK7, il faudrait trouver des mutants de BRCA1 qui n’ont plus la 
capacité d’interagir avec CDK7. Un lien pourrait ainsi être fait entre l’interaction de 
BRCA1 et CDK7, et le niveau de phosphorylation du CTD.
Tel que cité plus haut, la protéine BRCA1 est impliquée à différents niveaux dans la 
cellule, et ce, autant dans la régulation et la progression du cycle cellulaire, le contrôle de la 
croissance, le maintien de l’intégrité du génome, dans le processus d’apoptose, et 
finalement dans la régulation de la transcription. BRCA1 est connue pour interagir avec 
une panoplie de protéines qui sont, elles aussi, impliquées dans une multitude de voies 
métaboliques. Toutes ces constatations peuvent ouvrir la porte à une quantité 
impressionnante d’hypothèses quant au rôle exact de BRCAl. Ainsi, la transcription 
génique a lieu à chacun des niveaux où la protéine BRCA1 est impliquée. Aussi, plusieurs 
articles décrivent les rôles de BRCA1 en tant qu’activateur et répresseur de transcription 
génique. Il est possible que le contrôle rigoureux de l’état de phosphorylation du CTD de 
la sous-unité RPB1 de TARN pol II soit assuré par la capacité de BRCA1 d’interagir avec 
une multitude de protéines. Selon les connaissances actuelles sur BRCA1 et la 
transcription génique, nous pouvons émettre l’hypothèse suivante : La régulation de la 
transcription génique par BRCA1 s’effectue via son interaction directe avec CDK7, 
permettant ainsi de moduler le niveau de phosphorylation du CTD de TARN polymérase II 
(RPB1). Plusieurs cancers du sein et des ovaires de types héréditaires se développent 
lorsque des mutations de BRCA1 sont retrouvées. En effet, le changement conformationnel 
de BRCA1 retrouvé chez certaines versions mutées de la protéine pourrait affecter la 
capacité de BRCA1 d’interagir avec certaines protéines ou de moduler l’état de 
phosphorylation du CTD. Ce qui pourrait se traduire par une transcription génique 
aberrante. Malgré toute la recherche qui s’effectue présentement sur BRCA1, il reste 
encore beaucoup de travail à réaliser, afin de comprendre clairement le mécanisme d’action 
de cette protéine.
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